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I have had several gentlewomen in my house, who were keen on 
seeing the little eels in vinegar: but some of them were so 
disgusted at the spectacle, that they vowed they would never use 
vinegar again. But what if one should tell such people in the 
future that there are more animals living in the scum on the teeth 
in a man's mouth, than there are men in a whole kingdom? 
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O presente estudo teve como objectivo a identificação de um grupo de seis 
bactérias em amostras recolhidas de tecido humano pulpar em estado de infecção e 
avaliar a eficácia do preparo biomecânico na eliminação destes microrganismos. A 
presença dos microrganismos foi detectada usando a  Polymerase Chain Reaction 
(PCR). Foram recolhidas amostras de 9 dentes, após a abertura da câmara pulpar 
(F1) e após o preparo biomecânico (F2). A irrigação foi realizada com Hipoclorito 
de sódio numa concentração de 0,5% – soluto de Dakin. A colheita das amostras foi 
realizada com limas K (F1) e com cones de papel absorventes (F2). Para a técnica de 
PCR, foi extraído o DNA das amostras e utilizados primers para seis 
microrganismos (Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, 
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermédia, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Em F1, três espécies investigadas 
estavam presentes em 100% das amostras, Porphyromonas gingivalis, a 
Porphyromonas endodontalis e a Enterococcus faecalis. Por outro lado, três 
espécies não foram detectadas em nenhuma das amostras, neste grupo: 
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. Em F2, uma espécie analisada esteve presente em 100% 
das amostras: Enterococcus faecalis. A espécie Fusobacterium nucleatum e 
Prevotella intermedia não foram, novamente, detectadas em nenhuma das amostras. 
Houve uma alteração do microbiota entre as duas fases estudadas. O procedimento 
foi eficaz na remoção de Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas endodontalis. 
No entanto, a técnica não foi eficaz na remoção de Enterococcus faecalis, que 
permaneceu em todas as amostras, mesmo após o preparo biomecânico. 
 






































The aim of the study was to identify a group of six bactéria using samples of 
pulp human tissue, on infection state, and to evaluate the efficacy of biomechanical 
preparation in the elimination of these microorganisms. The presence of 
microorganisms was detected using the polymerase chain reaction (PCR). Samples were 
taken 9 teeth, after opening the pulp chamber (F1) and after biomechanical preparation 
(F2). Irrigation was performed with sodium Hypochlorite at a concentration of 0.5% - 
Dakin's solution. The sampling was performed with K files (F1) and with absorbent 
paper cones (F2). For PCR, DNA was extracted from samples and primers were used 
for six microorganisms (Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, 
Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans). In F1, three species investigated were present 
in 100% of the samples, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis and 
Enterococcus faecalis. On the other hand, three species were not detected in any sample 
in this group: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, and Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. In F2, a species analyzed was present in 100% of the samples: 
Enterococcus faecalis. The species Fusobacterium nucleatum and Prevotella intermedia 
weren’t detected in any sample, again. There was a change in the microbiota between 
the two phases studied. The procedure was effective in removing Porphyromonas 
gingivalis and Porphyromonas endodontalis. However, the technique wasn’t effective 
in removing Enterococcus faecalis, which remained in all samples, even after 
biomechanical preparation. 
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Eficácia do preparo biomecânico na eliminação de um grupo 



























































































As infecções endodônticas são provocadas pela invasão microbiana dos tecidos 
pulpares íntegros ou dos tecidos periapicais. Estas infecções são de carácter 
polimicrobiano, com predominância de bactérias anaeróbias.  
O objectivo do tratamento endodôntico é manter, ou restabelecer, a saúde dos 
tecidos periapicais, pela tentativa de manter o canal radicular livre de infecção. Os 
passos do tratamento endodôntico responsáveis pelo controlo antimicrobiano são o 
preparo biomecânico e a medicação mediata intracanalar. O preparo biomecânico é a 
fase do tratamento endodôntico, na qual se realiza a instrumentação e irrigação dos 
canais, com o objectivo de os tornar aptos para a obturação. Tanto o preparo 
biomecânico, como a terapia mediata, são efectivos no controlo da infecção do canal 
radicular, no entanto, bactérias mais resistentes podem sobreviver a estes procedimentos 
e conduzir o tratamento ao insucesso. 
A maioria de estudos que analisam o efeito antimicrobiano dos procedimentos 
endodônticos são baseados em métodos dependentes de cultura. Estes métodos 
apresentam baixa sensibilidade, detectando apenas bactérias viáveis em cultura   
excluindo filótipos  não  cultiváveis. Acresce ainda que a viabilidade das bactérias 
normalmente colonizadoras da câmara pulpar muitas vezes não se mantém durante o 
processo de colheita pois algumas destas espécies são anaeróbios obrigatórios e durante 
o processo de colheita, ainda que por breves segundos ficam expostas a Oxigénio 
perdendo a capacidade de crescer e multiplicar-se em cultura. Os métodos moleculares 
são mais sensíveis, não requerem a presença de células viáveis, uma vez que detectam a 
presença de DNA bacteriano. Desta forma, não são influenciados pela perda de 
viabilidade dos microrganismos durante o transporte das amostras.   
No entanto, os métodos moleculares também apresentam as suas limitações. A 
sua capacidade para detectar DNA de células bacterianas não viáveis, pode colocar um 
problema ao estudo do efeito antimicrobiano imediato de um dado procedimento, uma 
















































































2. Revisão Bibliográfica 
 
2.1. Infecção endodôntica 
 
As bactérias, provenientes das lesões de cárie ou dos tecidos periodontais, 
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da infecção endodôntica 
(1,2). O objectivo do tratamento endodôntico é eliminar as bactérias do sistema canalar, 
e desta forma propiciar um ambiente favorável ao tratamento de lesões periapicais. A 
persistência dos microrganismos no canal radicular exerce um papel determinante nos 




O envolvimento pulpar inicial é essencialmente reconhecido através dos 
sintomas clínicos ou através da exploração da dentina contaminada. As técnicas 
radiográficas podem sugerir a proximidade ou contacto de uma lesão cariosa com o 
tecido pulpar, mas não confirmam um diagnóstico definitivo (4,5). 
O diagnóstico pulpar deve ser baseado na experiência do operador, no 
conhecimento do processo biológico da infecção endodôntica e na história clínica do 
paciente (5). Estudos tentaram estabelecer uma relação entre características clínicas, 
histológicas e bacterianas com a inflamação pulpar, mas com pouco êxito (6).  
Pulpite reversível é o termo aplicado a um estado de inflamação aguda dos 
tecidos pulpares, em que a desinflamação é possível, mediante tratamento adequado. Os 
sintomas associados a este estado são dor moderada a severa, a estímulos, por norma 
térmicos, nomeadamente ao frio. A resposta à percussão e palpação dos tecidos moles 
adjacentes é ausente. A dor dura apenas alguns segundos após o estímulo. A aparência 
radiográfica é normal (7). 
No estado de pulpite irreversível, a polpa encontra-se severamente inflamada, 
em estado crónico e sem possibilidade de desinflamação. Se neste estado, o dente não 
for tratado mediante terapia endodôntica, a polpa evoluirá para necrose, e 
posteriormente, para periodontite periapical. Pode haver sintomatologia dolorosa, 
moderada a severa, ou sensibilidade, que dura para além do estímulo. 
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Radiograficamente podem observar-se alterações, nomeadamente lesão de cárie ou 
restauração inadequada (7). 
O estado de morte das células do tecido pulpar designa-se necrose pulpar. 
Normalmente, é sequência de pulpite irreversível não tratada ou de um evento 
traumático. Neste estado, os canais radiculares encontram-se vulneráveis à invasão 
bacteriana. Sem tratamento, origina peridontite apical. A dor pode, ou não, estar 
presente. Verifica-se a ausência de resposta face a testes de vitalidade térmicos, no 
entanto, outros dados devem ser analisados para diagnóstico definitivo (7).	  
  
2.1.2. Terapia mecânica 
	  
Na Endodontia moderna, parte da capacidade de desinfecção do canal radicular, 
cabe à instrumentação mecânica, removendo os microrganismos, juntamente com o seu 
substracto (8). 	  
	   Siqueira et al, avaliaram a eficácia da instrumentação mecânica sobre a 
população microbiana dos canais radiculares. Os canais foram instrumentados com 
limas Nitiflex, GT e Profile 0,06, após contaminação in vitro com E.faecalis. Os autores 
concluiram que as técnicas utilizadas foram eficazes na redução de mais de 90% do 
número de microrganismos (9).  
   
2.1.3. Terapia química 
	  
   A instrumentação endodôntica não é suficiente, por si só, para a 
descontaminação bacteriana. Existem áreas dentro dos canais radiculares de grande 
complexidade anatómica e os instrumentos só conseguem atingir o canal principal. Por 
este motivo, é importante a utilização de uma substância química auxiliar à acção 
mecânica. A substância química tem como funções auxiliar na lubrificação canalar, 
durante o corte provocado pelos instrumentos; remoção da smear layer; desinfecção; 
dissolução do exsudado e dissolução do tecido pulpar necrótico (10,11). 
 





Walker (1936) introduziu o Hipoclorito de sódio (NaOCl), na concentração de 
5%, na terapia endodôntica como substância química auxiliar.  Iniciou-se, assim, uma 
fase onde essa solução seria reconhecida e aceite a nível mundial (12).  
O NaOCl apresenta acção antimicrobiana (13)(14) e capacidade de dissolução 
tecidual (15). Vários estudos concluiram que o NaOCl apresentou acção antibacteriana 
face aos microrganismos encontrados nos canais radiculares (10,16–18).  
O hipoclorito de sódio, em forma de sal, reage com a molecula de água, 
formando hidróxido de sódio, uma base forte, e ácido hipocloroso, um ácido fraco. O 
hidróxido de sódio é um solvente orgânico e de gorduras  (reacção de saponificação). O 
ácido hipocloroso liberta cloro, que se liga aos aminoácidos bacterianos e interfere com 
o metabolismo celular. Por outro lado, inibe a função enzimática das bactérias, através 
de oxidação irreversivel dos grupos sulfidrila (19–21). 
Alguns estudos relataram injecções acidentais  desta substância nos tecidos 
periapicais, e alertaram para o cuidado na sua utilização. Estes casos acidentais podem 
provocar dor severa, edema, hematoma, necrose e abcessos (22,23). No entanto, a 
toxicidade do Hipoclorito de sódio está intimamemente relacionada com a sua 
concentração (22,24,25).  
Face à possível toxicidade do Hipoclorito de sódio, a Clorohexidina tem sido 
recomendada como substância irrigadora alternativa. Esta substância é biocompatível e 
pode ser apresentada sob diferentes formas (sal, liquído ou gel), em diferentes 
concentrações (13,14,26,27). A Clorohexidina pode ser utilizada como irrigante 
adjuvante à terapia mecanizada, ou como medicação mediata intracanalar (13,28–30). 
A Clorohexidina possui efeito antimicrobiano imediato; espectro antibacteriano 
amplo, sob bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerobias e anaeróbias (13,31); 
pouca toxicidade(32); pode ser absorvida pela dentina e libertar lentamente a sua 
substância activa, prolongando o efeito de acção (26,33). 
Em baixas concentrações, a clorohexidina promove a saída das substâncias de 
baixo peso molecular (Potássio e Ferro) das células bacterianas – efeito bacteriostático. 
Em altas concentrações, precipita ou coagula o conteúdo citoplasmático – efeito 
bacteriostático (34). 
Vianna et al (2006), avaliaram a redução microbiana após preparo mecânico-
químico com Clorohexidina em gel a 2% ou NaOCl (2,5%). A redução foi avaliada 
através do método de PCR e do método tradicional de cultura, a título de comparação. 
Os resultados, através da técnica de PCR, demonstraram que ambos foram capazes de 
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reduzir significativamente (acima de 96%) a quantidade de microrganismos presentes 
nos canais radiculares. No entanto, pelo método de cultura, o NaOCl apresentou maior 
número de canais livres de microrganismos (75% dos casos, enquanto as clorohexidina 
conseguiu 50% de canais livres). Deste modo, os autores concluiram que o hiplocorito 
apresentou maior eficácia na redução microbiana de canais radiculares com infecção 
primária (35).De forma semelhante, Ercan et al (2004), consideraram que ambas as 
soluções, clorohexidina (2%) e hipoclorito de sódio (5,25%), foram eficazes na redução 
microbiana de canais radiculares. Deste modo, ambas podem ser utilizadas como 
soluções irrigadoras (36). Bystrom & Sundqvist (1983), avaliaram o efeito 
antimicrobiano do hipoclorito de sódio a 0,5% sobre dentes com coroa intacta, 
diagnóstico de necrose pulpar e presença de lesão periapical. A maioria das culturas 
tinha mais do que uma espécie e os géneros mais frequentes foram Fusobacterium, 
Eubacterium, Peptostreptococcus e Bacteroides. Os autores observaram que 12 das 15 
culturas correspondentes à irrigação com hipoclorito, estavam negativas. Como termo 
de comparação, foram recolhidas amostras de dentes irrigados com soro fisiológico. 
Neste caso, apenas 8 das 15 culturas ficaram negativas. Desta forma, concluiu-se que o 
hipoclorito de sódio foi mais efectivo, em relação ao soro fisiológico (10).Para terminar, 
Shuping et al (2000), avaliaram a redução microbiana após instrumentação com limas 
NiTi e irrigação com hipoclorito a 1,25%. Neste estudo, também foi avaliada a acção 
antimicrobiana do hidróxido de calcio, sob o ponto de vista de terapia intracanaral 
mediata. Os autores concluiram que a fase de instrumentação é fundamental para a 
redução do microbiota dos canais radiculares, quando utilizado uma substância 
irrigadora auxiliar. No entanto, não foi possivel eliminar totalmente os microrganismos 
dos canais estudados. É de destacar a importância de uma terapia intracanalar mediata 
que poderia auxiliar na redução da contaminação endodôntica (37).	  
 
2.1.3.2 Terapia mediata 
  
Têm sido utilizadas várias substâncias microbianas como medicação 
intracanalar, com o intuito de reduzir a contaminação bacteriana ou neutralizar as 
toxinas. São exemplos de medicação intracanalar o Formocresol (38), Clorohexidina 
(39,40), Hipoclorito de sódio (41,42), Hidróxido de cálcio (39,39–41) e 




Bystrom et al (1985),avaliaram clinicamente a acção antimicrobiana do PMCC e 
pasta de Hidróxido de cálcio em canais com diagnóstico de necrose e presença de lesão 
periapical. Concluiram que o Hidróxido de cálcio foi eficaz em 97% dos casos, 
enquanto o PMMC apresentou um índice de sucesso de apenas 67% (11).	  
Por outro lado, Barbosa et al (1997), estudaram a actividade antimicrobiana do 
Paramonoclorofenol canforado, Clorohexidina 0,12% e 0,2% e pasta de Hidróxido de 
cálcio em dentes com necrose pulpar e lesão periapical. Os resultados demonstraram 
que todos os medicamentos foram efectivos na redução ou eliminaçãoo do microbiota 
endodôntico. Foram testadas bactérias frequentes nas infecções endodônticas 
(P.endodontalis, P.gingivalis, A.israelli, F.nucleatum, P.acnes, S.aureus, S.mutans, 
E.faecalis e P. Aeruginosa A.naeslundii).O paramonoclorofenol e a clorohexidina, 
foram igualmente efectivos sobre todos os microrganismos. O hidróxido de cálcio foi 
apenas eficaz sobre A.israelli e A.naeslundii (44).	  
Em 2010, Telles avaliou o efeito citotóxico do Hidróxido de calcio, PMCC, 
Otosporin e Formocresol diluídos, em células da polpa de dentes permanentes humanos. 
Os autores concluiram que o Hidróxido de cálcio e o Otosporin foram os medicamentos 
menos tóxicos para as células, enquanto que o PMCC e o Formocresol foram letais em 
todas as concentrações (45). Nagem et al (2007), concordaram com a toxicidade do 
PMCC, no entanto a toxicidade depende da sua concentração (46).	  
Nishimura et al (2008), afirmaram que o Formocresol gerou aberrações 
cromossómicas em células da polpa dentária, no entanto o mesmo não aconteceu para o 




Estudos demonstraram que o tratamento endodôntico apresenta uma elevada 
taxa de sucesso. Sjogren (1990) apresentou uma taxa de 96% em dentes sem lesão 
apical e uma taxa de 86% naqueles com lesão apical, ou diagnóstico de necrose (48). 
Smith (1993) detectou uma taxa de sucesso de 84,29% numa avaliação de 821 casos, 
durante 5 anos (49). Friedman (1995) verificou uma percentagem de sucesso de 97% 
em casos sem lesão apical e de 63,2% nos dentes com lesão (50). 
O insucesso baseia-se nos achados radiográficos e/ou sintomas clínicos. São 
considerados para este efeito os dentes com lesões ósseas que aumentam ou que surgem 
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após o tratamento. No caso de ausência de lesão ou de remissão da lesão, considera-se 
como sucesso (48,51).  
A resistência bacteriana à terapia mecânico-química ou a contaminação através 
de infiltrações coronária, são as causas principais do insucesso após tratamento 
endodôntico (51–55). 
Cheung considerou como factores que podem levar ao insucesso: falta de 
controlo asséptico durante o tratamento, um acesso incorrecto à cavidade pulpar, 
presença de canais não detectados, falhas na instrumentação, obturações inadequadas, 
restaurações coronárias insatisfatórias definitivas e presença de restaurações provisórias 
após tratamento endodôntico (54). 
Lin (1992) analisou os factores associados ao insucesso e concluiu que a 
persistência de infecção no sistema canalar foi o principal factor associado ao fracasso 
do tratamento. Este autor, considerou que a extensão apical da obturação, sobre ou sub-
obturado, não esteve associado aos casos de fracasso (52). 
Além dos problemas anatómicos, que impossibilitam a instrumentação mecânica 
em algumas áreas do canal, o insucesso da terapia pode estar relacionado com uma 
resistência das bactérias aos métodos químicos adjuvantes. Desta forma, os 
procedimentos mecânico-químicos parecem incapazes de eliminar completamente as 
bactérias do sistema canalar, sendo algumas espécies mais resistentes que outras (56). 
	  
2.2. Microbiologia Oral e do canal radicular 
	  
Os microorganismos estão presentes em todos os locais, mas são seleccionados 
pelo seu meio ambiente. A flora oral é um dos ambientes ecológicos mais diversos 
associados ao homem. Contém aproximadamente 700 espécies diferentes de 
organismos, sendo aproximadamente 350 cultiváveis. Estima-se que a saliva contém 
100 milhões de organismos por mililitro (57–59). 
A cavidade oral torna-se ainda mais complexa ao providenciar superficies ou 
habitats únicos, como dentes ou sulcos gengivais. De qualquer das formas, a boca é 
similar a outros locais do corpo na medida em que tem uma flora oral residente, com 
uma composição específica e elevado número de bactérias anaeróbias. 
A microflora oral mantém uma relação com o hospedeiro, isto significa que 




pacientes imunossuprimidos. Quando estas alterações se verificam, algumas bactérias 
que eram inofensivas podem tornar-se patogénicas, conseguindo colonizar e invadir os 
tecidos do hospedeiro (57). 
 As doenças da cavidade oral, como cárie ou doença periodontal, estabelecem-se 
pela alteração de um biofilme já existente. As mudanças ambientais e a composição 
microbiana no momento em que a alteração ocorre são determinantes no 
desenvolvimento da doença. Como mudanças ambientais, podemos considerar um 
aumento de bactérias acidogénicas devido à alimentação, ou aumento de bactérias 
proteolíticas, no sulco gengival (57,60). 
O mesmo não acontece nos canais radiculares, a infecção estabelece-se num 
ambiente previamente estéril, livre de microrganismos (61). O esmalte dentário protege 
o complexo dentino-pulpar da invasão microbiana. Normalmente, tanto o esmalte, como 
o cemento, estão intactos protegendo a polpa e os canais radiculares de invasão. No 
entanto, este espaço pode ser invadido quando há situação de cárie, trauma ou bolsas 
periodontais muito profundas que permitem o acesso por via apical.  
Embora todas as bactérias constituintes da flora oral possam contaminar os 
canais radiculares, o número de espécies encontradas neste habitat varia normalmente 
entre 1 a 12, porque nem todas as bactérias conseguem sobreviver nas condições de 
anaerobiose e baixa disponibilidade de nutrientes deste meio (61,62). 
 
2.2.1. Invasão dos túbulos dentinários 
	  
 As bactérias da cavidade oral expressam adesinas, na parede celular, permitindo 
a adesão bacteriana às diferentes superfícies da cavidade oral. Este fenómeno é 
favorecido pela presença de uma matriz, com conteúdo proteico (fluídos salivares, 
fluido crevicular). Quando invadem a camada dentária mais externa – hidroxiapatite – 
as bactérias conseguem ligar-se ao colagénio não mineralizado, presente nos túbulos 
dentinários (63–66). Estudos experimentais sugerem que as células bacterianas também 
podem aderir a cemento e dentina expostos (78). 
 Os nutrientes presentes nos fluídos que circulam nos túbulos dentinários podem 
influenciar a flora bacteriana. Desta forma, pode encontrar-se uma maior quantidade de 
bactérias cariogénicas na camada superficial da dentina, onde os hidratos de carbono e o 
oxigénio estão mais disponíveis. Por outro lado, as camadas mais profundas, são 
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favoráveis ao crescimento de bactérias anaeróbias e mais resistentes, como Prevotella 
intermedia e Peptostreptococcus micros (67,68). 
 O complexo dentino-pulpar pode inibir a invasão bacteriana, particularmente 
quando a polpa está vital. Nos túbulos dentinários, de um dente vital, podemos 
encontrar um soro rico em proteínas, como albumina e imunoglobulinas; e proteínas 
sanguíneas como fibrinogénio (69,69,70). Estas moléculas podem interagir com as 
células bacterianas impedindo a invasão radicular ou, de uma forma física, obstruir os 
túbulos e reduzir a permeabilidade (71). No entanto, pelo efeito de moléculas 
bacterianas, como os lipopolissacarideos, e enzimas secretadas, a polpa perde a sua 
estrutura e função e torna-se cada vez mais susceptível à infecção. Nos túbulos 
dentinários de um dente não vital podemos encontrar moléculas semelhantes, que 
derivam do osso alveolar, ligamento periodontal e saliva (72,73).  
 A estrutura dentinária e a invasão bacteriana também podem estar relacionadas. 
O número de túbulos dentinários varia da junção amelodentinária até à polpa. A 
deposição de dentina resulta num túbulo mais estreito, menos permeável, e é mais 
acentuada na dentina superficial, e menos na dentina junto à polpa. Isto resulta em 
túbulos com maiores diâmetros na zona mais profunda, mais permeáveis e susceptiveis 
à invasão bacteriana (74,75).  
 
2.2.2. Infecção nos túbulos dentinários 
	  
 A microflora que se encontra na camada mais superficial de dente, tanto nas 
cáries coronárias como radiculares, consiste essencialmente em espécies de 
Streptococcus, Lactobacillus e Actinomyces.(76,77)  
Diferentes profundidades de dentina são caracterizadas por diferentes 
microfloras, sendo que a quantidade bacteriana encontrada na camada mais superficial 
não é a mesma que na mais profunda (78). Na dentina adjacente à polpa podemos 
encontrar grande número de bactérias Gram-positivas, maioritariamente anaeróbias, 
como Eubacterium, Propinobacterium, Bifidobacterium, Actinomyces e Lactobacillus, 
sendo as duas últimas as mais prevalentes (79).  
Da mesma forma que as bactérias podem invadir o canal radicular através dos 
túbulos dentinarios infectados, também o contrário pode ocorrer. Isto é, bactérias 




 Por último, a contaminação pode ocorrer através de uma bolsa periodontal 
profunda(81). Na dentina radicular infectada podem encontrar-se maioritariamente 
organismos Gram-positivos (P.micra, Strep. intermedius, A.naeslundii), embora 
P.gingivalis, P.intermedia, Tannarella forsythia, F.nucleatum e Veilonella parvula, 
também possam estar presentes. A dentina radicular pode comportar-se como um 
“refúgio” dos microrganismos periodontais face à terapia. Desta forma podem 
contaminar novamente as bolsas periodontais após a terapia e contribuir para a falha do 
tratamento (82). 
 
2.2.3. Selecção ambiental no canal radicular 
	  
As bactérias presentes nos canais radiculares infectados representam um grupo 
restrito de espécies, quando comparadas com o total de espécies da cavidade oral. 
Existem diversos factores que podem influenciar o crescimento e colonização de 
bactérias nos canais radiculares, tais como a disponibilidade de nutrientes; baixas 
quantidades de oxigénio em polpas necróticas; interacções entre bactérias. Estas 
condições permitem o crescimento de uma população  constituída por bactérias 
maioritariamente anaeróbias, capazes de fermentar aminoácidos e péptidos. Durante o 
decurso da infecção estabelecem-se relações entre as diferentes espécies bacterianas 
(62). Estas relações de sinergismo são essencialmente baseadas em exigências 
nutricionais e seguem-se alguns exemplos associados às diferentes fases da colonização 
bacteriana.  
Em primeiro lugar, ocorre o consumo dos hidratos de carbono presentes no soro, 
de forma rápida. Desta forma, bactérias, como Eubacterium, B.adolescentis e 
Streptococcus, conseguem produzir ácidos. Na segunda fase, as proteínas presentes no 
soro são hidrolisadas, os aminoácidos fermentados e os hidratos de carbono restantes 
são utilizados. O crescimento da colónia nesta fase é dominado por B.intermedius, 
V.parvula, Eubacterium e F.nucleatum. Por último, ocorre a dregradação progressiva de 
proteínas e uma extensa fermentação de aminoácidos. Nesta fase, predominam a 
P.micros, F.nucleatum e Eubacteriu (83). As espécies anaeróbias pigmentadas de negro 
apresentam grande capacidade de degradação de proteínas, aumentado a disponibilidade 
de aminoácidos no soro, que podem ser fermentados por outros microrganismos. 
Exemplos destas bactérias são B.intermedius, P.endodontalis e P.gingivalis (84,85).  
16	  
	  
2.2.4. Relações entre bactérias 
	  
O crescimento de populações mistas de bactérias depende de interacções 
bacterianas em que o metabolismo por parte de algumas espécies fornece  nutrientes 
essenciais a outras bactérias (86). 
Por outro lado, existem espécies capazes de produzir bacteriocinas, proteínas 
que inibem o crescimento de outras bactérias competidoras. Isto pode contribuir para a 
limitada diversidade bacteriana do canal radicular. Observou-se que os bacteroides 
pigmentados de negro, podem inibir o crescimento de outras espécies Gram-positivas 
verificando-se uma relação entre a presença de P.endodontalis e a inibição do 
crescimento de B.intermedius (87,88). 
Kolenbrander observou também fenómenos de coagregação entre espécies 
presentes nos canais radiculares, nomeadamente entre a F.nucleatum e outras espécies 
bacterianas presentes na cavidade oral. Por coagregação entende-se o fenómeno de 
reconhecimento das moléculas superficiais em duas bactérias, e posterior agregação 
física. Este fenómeno, favorece a troca de nutrientes entre as bactérias agregadas e ajuda 
na protecção em relação às adversidades do meio (89,90). 
 
2.2.5. Diagnóstico microbiológico 
	  
2.2.5.1. Recolha de amostras 
	  
	   O estudo da infecção endodontica pode ser comprometido por várias fases 
preliminares à análise laboratorial. Podem ocorrer erros durante a descontaminação do 
campo operatório, recolha da amostra, transporte para o laboratório ou durante o 
processamento laboratorial. A descontaminação do campo de recolha é mandatória para 
evitar falsos positivos durante a análise microbiológica (91). No caso de ser necessário 
administrar terapia antimicrobiana, a recolha de amostras deve ser realizada antes (57). 
 O uso de isolamento absoluto é considerado imperativo quando se recolhe uma 
amostra dentária-endodôntica. Para além de conferir protecção contra materiais ou 
instrumentos que podem ser ingeridos pelo paciente, impede a contaminação da câmara 




 As amostras podem ser recolhidas de locais normalmente estéreis, em que todos 
os microrganismos isolados são importantes, por exemplo a polpa dentária, ou de 
habitats com flora residente, como por exemplo, sulco gengival. Uma das complicações 
pode ser a contaminação das amostras quando o local de recolha está em intimo 
contacto com uma zona colonizada (57). 
 Quanto ao transporte, as amostras devem ser encaminhadas o mais rápido 
possível para o laboratório. Em alguns casos, bactérias e fungos podem multiplicar-se 
rapidamente e originar falsos positivos. Por outro lado, há microrganismos menos 
resistentes que podem não sobreviver o tempo do transporte e originar falsos negativos, 
para amostras processadas por cultivo (73). 
	   	  
2.2.5.2. Técnicas de análise de amostras 
  
Tradicionalmente, as bactérias endodônticas foram estudadas por técnicas de 
análise de culturas, que dependem de crescimento, isolamento e identificação da 
morfologia microbiana, em laboratório. No entanto, os métodos de cultura e 
identificação tradicional têm apresentado várias limitações quando se trata de 
diagnóstico microbiológico, uma vez que são procedimentos demorados, não 
específicos e que discriminam muitas vezes a importância de determinado agente 
patogénico na causa da doença (93). Ultimamente podemos presenciar muitos avanços 
no diagnóstico por métodos moleculares, sendo de destacar a hibridização DNA-DNA, 
bem como a tecnologia da polimerase em cadeia (PCR) e seus derivados. De facto, os 
resultados dos métodos de cultura, no que diz respeito à flora de diversos ecossistemas, 
foram complementados com as técnicas de análise molecular verificando-se que o 





O método de cultura caracteriza-se por um crescimento simulado de 
microrganismos. Esta técnica foi utilizada durante longos períodos de tempo como 
standard para diagnóstico de doenças infecciosas. A microbiota associada aos diferentes 
locais do corpo humano foi estudado e revista sucessivamente, por estudos baseados na 
cultura de bactérias. O sucesso dos métodos de cultura foi suficiente, durante muitos 
18	  
	  
anos, para justificar os diagnósticos feitos. Nessa altura, os investigadores pensavam ter 
descoberto a maior parte dos microrganismos existentes (95,96) . 
Para simular o crescimento de uma colónia em condições laboratoriais é 
necessário um conhecimento vasto das condições de sobrevivência dos microrganismos. 
No entanto, sabe-se pouco sobre os factores que permitem a determinadas bactérias 
resistir em sítios específicos do corpo humano (97). Sabe-se hoje, que a maior parte dos 
microrganismos é difícil, ou mesmo impossível, de cultivar em laboratório. Bactérias, 
como Treponema pallidum, continuam a desafiar os investigadores neste sentido 
(98,99) . 
Quando os métodos de cultura são aplicados no diagnóstico de determinada 
doença de etiologia bacteriana, como meningite ou pericardite, elevado número de casos 
não pode ser justificado  microbiologicamente (100,101). 
 Os métodos independentes de cultura demonstraram que 40 a 75% do 
microbiota humano é composto por bactérias não cultiváveis, desta forma é justo pensar 
que ainda existem muitos agente patogénicos desconhecidos, mesmo através de técnicas 
moleculares (95,102,103). 
 As vantagens dos métodos de cultura estão relacionadas com a possibilidade de 
identificar uma grande variedade de espécies numa só amostra, incluindo 
microrganismos que não estão a ser procurados. O cultivo de bactérias também permite 
determinar as susceptibilidades antimicrobianas, fisiologia e patogenia dos organismos 
isolados. As limitações prendem-se com o facto de ser uma técnica cara e demorada (de 
dias a semanas), nomeadamente quando estamos a estudar bactérias anaeróbias e muito 
sensíveis. Isto pode atrasar o tratamento antimicrobiano. Por outro lado, os métodos de 
cultura apresentam uma especificidade muito baixa, dependente da experiência do 
operador, assim como do modo de transporte da amostra. Por último, há a 
impossibilidade de cultivo de elevado número de espécies e a dificuldade de 
identificação de algumas espécies cultiváveis (94). 
Existem diferentes razões possíveis para justificar o facto de não se conseguirem 
cultivar determinadas espécies, como falta de nutrientes ou factores de crescimento 
essenciais ao meio de cultura artificial; toxicidade do meio de cultura em si, que pode 
ser prejudicial ao crescimento das colónias; no caso de amostras mistas de bactérias, 
pode ocorrer inibição entre as espécies, através de bacteriocinas; interrupção dos 




devido ao estado de baixa actividade metabólica das bactérias quando submetidas a um 
meio ambiental de condições diferentes – como o de cultura (96,104,105). 
 Apesar de determinado microrganismo ser cultivável não significa 
necessariamente que a sua identificação tenha sucesso (94). A observação dos 
microrganismos pode ser efectuada através de microscopia ou métodos imunológicos. A 
microscopia pode sugerir um agente etiológico para determinada patologia de carácter 
infeccioso, mas não apresenta a capacidade de fornecer provas definitivas em relação a 
uma espécie em particular. Os resultados obtidos através da observação microscópica 
podem ser enganosos, na medida em que determinadas espécias bacterianas podem 
apresentar alterações morfológicas (pleomorfismo). Por último, a microscopia apresenta 
uma sensibilidade e especificidade limitadas, quando queremos detectar 
microrganismos em amostras clínicas, uma vez que é necessário uma quantidade 
significativa de células microbianas (99). 
 Os métodos imunológicos baseiam-se numa relação de especificidade antigénio-
anticorpo. Estas técnicas detectam a presença do microrganismo através de uma ligação 
directa, ou indirectamente por meio de uma immunoglobulina específica. O teste de 
ELISA e os testes de imunofluorescência directa ou indirecta, são os mais utilizados 
para identificação microbiana. Estes métodos apresentam várias vantagens, rapidez na 
identificação de espécies bacterianas; podem detector microrganismos não viáveis 
(mortos); podem ser padronizados; baixo custo. Como limitações, apresentam baixa 
sensibilidade; podem detectar apenas a presença da espécie procurada; a especificidade 
depende do tipo de anticorpos utilizados na reacção; podem detectar também os 
microrganismos não viáveis (106,107). 
 
2.2.5.2.1.1. Avaliação do microbiota endodôntico por meios de cultura 
	  
Estudos realizados através de meios de cultura revelaram que as infecções 
endodônticas são de carácter misto e que podem ser isoladas do canal entre 3 a 12 
espécies (108). Na presença de abcesso agudo o número médio de espécies isoladas foi 
entre 2 e 8 (109,110). 
Sundqvist et al (1992), concluiram que a infecção primária era dominada por 
bactérias anaeróbias Gram-negativas, como Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella 
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e Campylobacter. Também foram encontrados alguns Gram-positivos anaeróbios, como 
Peptostreptococcus e Eubacterium (86). 
  Munson et al (2002), combinaram estudos moleculares com meio de cultura e 
concluiram que a primeira tecnologia revelou um microbiota endodôntico mais 
diversificado. Neste estudo, 40% dos microrganismos só foram detectados por técnica 
molecular (PCR) (111) . 
 
2.2.5.2.2. Métodos moleculares 
	  
 Os organismos cultiváveis representam menos de 1% do total existente no 
ambiente (112). Os métodos independentes de cultura, baseados na amplificação da 
porção 16S do DNA, seguida por clonagem e sequenciamento, foram utilizados 
ultimamente para explicar a diversidade bacteriana dos diversos meios ambientais, seja 
no ambiente terrestre-aquático, como no próprio ser humano (102,103,113–115). Por 
este motivo, o número de filos bacterianos reconhecidos aumentou da estimativa 
original de 11 (1987) para 36 (1998), com uma estimativa actual de 52 (98,116). Os 
métodos moleculares têm feito uma contribuição significativa para a microbiologia 
médica, na identificação de agentes patogénicos, nomeadamente na cavidade oral, em 
que 40 a 50% das bactérias não são cultiváveis (117–119).  
 Existem vários métodos  moleculares para o estudo microbiano, sendo a escolha 
dependente do trabalho laboratorial que se pretende efectuar e da resposta que se 
pretende obter. A técnica de PCR pode ser útil na investigação da diversidade 
microbiana de um determinado ambiente.  O sistema de electroforese em gel com 
gradiente de desnaturação ou o de polimorfismo de comprimento de fragmento de 
restrição, podem analisar a estrutura de determinada comunidade microbiana. A 
hibridação in situ fluorescente permite quantificar a presença e a distribuição de 
determinadas espécies nos tecidos. Para estudar a presença de um microrganismo num 
elevado número de amostras podemos optar pela hibridação com micro e macroarrays, 
PCR em tempo real, PCR específico para determinadas espécies, nested PCR e 
multiplex PCR (94). 
 O primeiro estudo com aplicação de técnicas moleculares para  
detectar bactérias endodônticas foi o estudo de Conrads et al (1997), que 




utilizando a técnica de PCR (120). Esta espécie tinha, previamente, sido detectada em 
canais radiculares infectados através de métodos de cultura. Estudos que se seguiram, 
usando a tecnologia de PCR e outras abordagens moleculares, confirmaram que T. 
forsythia é um membro comum do microbiota associado a diferentes tipos de infecções 
endodônticas, incluindo abscessos endodônticos (121–123).	  
 
2.2.5.2.2.1. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  
A técnica de Kary Mullis (1983), veio revolucionar os procedimentos 
moleculares, na medida em que consegue amplificar material genético a partir de uma 
simples molécula (124). 
Esta técnica permite a amplificação de sequências de DNA, mais de um milhão 
de vezes, de uma forma rápida (2 a 3 horas), repetindo de forma cíclica processos de 
desnaturação do DNA, annealing dos primers e síntese do DNA. Primers são pequenas 
sequências de DNA capazes de emparelhar com as 2 cadeias de DNA da secção a 
amplificar . O DNA que serve como modelo é submetido a altas temperaturas, para que 
as pontes de hidrogénio possam ser quebradas. Em sequência, há a ligação dos primers 
e a síntese de uma nova cadeia de DNA. As novas cadeias sintetizadas actuam como 
modelos para novas reacções de amplificação, nos ciclos que se seguem. Isto resulta 
numa amplificação exponencial de novo DNA (57,125). 
O acontecimento que tornou esta técnica possível foi o isolamento de uma 
enzima (DNA polimerase) termo-estável, sendo a mais utilizada a Taq polimerase. A 
enzima, isolada de Thermus aquaticus, possibilita  o processo e, ao permitir que a 
reacção de amplificação seja realizada em temperaturas elevadas (91 a 94ºC), melhora 
significativamente a especificidade, o rendimento, a sensibilidade, e comprimento de 
produtos que pode ser amplificado (126).  
Desde a sua introdução, foram desenvolvidas tecnologias específicas para 
diversas aplicações. Considera-se que a aplicação deste método  no diagnóstico clínico, 
ao detectar a presença de microrganismos patogénicos, possa ter sido dos maiores 
avanços dos últimos tempos (127,128). 
Existem vários métodos para analisar os resultados do PCR (visualizar os 
fragmentos de DNA obtidos), sendo o mais frequente a electroforese em gel de agarose. 
O produto resultante do PCR é carregado num gel, submetido a um gradiente eléctrico 
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através de uma solução tampão. O material vai migrar através do gel de acordo com o 
seu tamanho molecular, sendo que o material maior avança uma menor distância, pela 
resistência que lhe é oferecida. Simultanemanente, é corrido no gel um marcador com 
fragmentos de DNA de tamanho conhecido. Este marcador vai servir como padrão de 
tamanho molecular. Desta forma pode ser feita uma estimativa do tamanho dos produtos 
que estamos a analisar. Para a visualização do gel, utiliza-se uma coloração com 
brometo de etídio e transiluminação ultravioleta. A identidade dos produtos resultantes 
do PCR também pode ser confirmada através de técnicas de hibridação ou clivagem por 
enzimas de restrição, utilizando uma enzima específica para uma sequência do material 
(T-RFLP). Este último método, apresenta maior resolução que o gel (94). 	  
Siqueira et al (2000), detectaram pela primeira vez T.denticola em canais 
radiculares infectados, através da técnica de PCR.  Outros estudos moleculares, 
confirmaram a presença desta bactéria nas infecções endodônticas (129–131). O método 
de PCR também permitiu detectar T.socranskii num elevado número de casos de 
infecções endodônticas (132,133). O mesmo aconteceu com T.maltophilum, T. 
lecithinolyticum, T. vincentii, T. Pectinovorum e T.amylovorum (132,134).  
	  
2.2.5.2.2.1.1. Nested PCR 
	  
Esta técnica baseia-se na amplificação secundária de um produto previamente 
submetido a uma reacção de PCR. O seu objectivo é o aumento de sensibilidade. O 
material resultante da primeira reacção é submetido novamente a uma sequência de 
amplificação, permitindo detectar DNA, em porções menores do que no PCR 
convencional. O aumento de sensibilidade deve-se ao elevado número de ciclos a que o 
DNA inicial é submetido.  Por outro lado, a segunda reacção é realizada com menor 
quantidade de DNA eucariótico (123).   
Quando a amplificação de DNA não ocorre na primeira sequência de 
amplificação, o resultado do PCR não vai servir de modelo para a segunda reacção, uma 
vez que é improvável que possua regiões de DNA para os segundos primers, específicos 
(135) . 
A sua principal desvantagem é a contaminação do produto resultante da primeira 
reacção de PCR, durante a transferência para um tubo de reacção secundária.(94)  
Estudos que utilizaram a técnica de Nested PCR auxiliaram na análise de 




difícil cultivo ou identificação, como treponemas orais, foram adicionadas à lista de 
agentes patogénicos endodônticos (132). 
Roças et al (2004), investigaram a prevalência de E. faecalis em infecções 
endodônticas, através do método Nested PCR, com o objectivo de  determinar se esta 
espécie está associada a formas particulares de doença perirradicular. As amostras 
foram retiradas de dentes não tratados (infecção primária), com lesão perirradicular 
assintomática crónica, periodontite apical aguda ou abscesso perirradicular agudo, bem 
como de infecções persistentes, associadas com lesões perirradiculares assintomáticas 
crónicas. Esta espécie foi significativamente mais associada a casos assintomáticos do 
que a casos com sintomatologia. E. faecalis foi detectada em 20 dos 30 casos de 
infecções endodônticas persistentes	  (136).	  
	  
2.2.5.2.2.1.2. Multiplex PCR 
 
Na técnica de PCR, é frequente o estudo de uma única espécie microbiana, por 
meio de uma reacção individual. Esta variante do PCR pressupõe a amplificação de 
diferentes alvos, utilizando dois ou mais conjuntos de primers específicos, em 
simultâneo, numa única reacção. Desta forma, num único tubo de amostra clínica 
podemos detectar diferentes espécies microbianas, com uma fase única. Os estudos com 
multiplex PCR permitem minimizar o tempo e as despesas necessárias para a 
identificação bacteriana. No entanto, devem ser tomadas precauções com os primers 
utilizados, nomeadamente com a temperatura de anneling, que deve ser aceitável para 
todos (137). Além disso, a presença de muitos primers numa reacção pode levar a 
problemas de hibridação dos primers uns com os outros pelo que as suas sequências 
vem ser verificadas em conjunto. 
Siqueira et al (2004), avaliaram a presença simultânea de Dialister pneumosintes 
e F. alocis em infecções endodônticas, através do método PCR multiplex. As amostras 
foram retiradas de canais radiculares infectados, associados a lesões perirradiculares 
assintomáticas, bem como de casos de abscessos perirradiculares agudos. 
D.pneumosintes foi detectado em 11 amostras (7 assintomáticas e 4 abcessos) e F. 
alocis foi identificado em 9 casos (6 assintomáticos e 3 abscessos). Seis amostras (3 
assintomáticas e 3 abscessos) compartilhavam as duas espécies. Os dados do estudo 
confirmaram que D. pneumosintes e F.alocis são membros comuns da microbiota 
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presente em infecções endodônticas primárias. A técnica multiplex PCR foi um método 
simples, rápido e preciso para a detecção simultânea destes dois potenciais patogénios 
endodônticos (138). 
 
2.2.5.2.2.1.3.  Real-Time PCR 
	  
A técnica de PCR convencional é apenas qualitativa, e semi-quantitativa, em 
alguns casos. O PCR em tempo real é o único método quantitativo, através de uma 
medição contínua durante toda a reacção (139). São abordagens do PCR em tempo real, 
as técnicas SYBR-Green, Taqman e molecular beacon (140,141). 
A quantidade de DNA na amostra estudada é quantificada através da 
fluorescência libertada durante a reacção de PCR, e registada em tempo real. Assim, a 
medição dos produtos de PCR é efectuada mediante o uso simultâneo de um 
termociclador e um fluorímetro (94). 
As vantagens deste método são a rapidez,	   na medida em que se verificam 
resultados assim que a fluorescência começa a ser libertada e sem a necessidade de 
espera pela reacção no gel de agarose. Esta técnica apresenta, também,  capacidade de 
quantificar bactérias numa amostra clínica e de identificar produtos resultantes de PCR 
directamente. A identificação directa diminui a possibilidade de contaminação(142). 
O uso de técnicas quantitativas, como PCR em tempo real, pode ser útil no 
estudo da relação de determinada espécie com o processo infeccioso, uma vez que a 
quantificação precisa do número de células de cada espécie bacteriana em amostras 
clínicas é necessária para a compreensão da etiologia de patologias infecciosas (143).   
 
2.2.5.2.2.1.4. Broad-Range PCR 
	  
A tecnologia de PCR também pode ser utilizada para estudar a diversidade 
microbiana de determinado habitat. No método de Broad-range PCR, os primers 
utilizados são complementares a regiões de um determinado gene, regiões essas comuns 
a  um grupo de microrganismos.   
A ausência de selectividade deste método pressupõem que qualquer bactéria, 
presente na amostra, possa ser detectada e identificada. Neste aspecto, este método é 




Esta técnica permitiu a identificação de vários agentes bacterianos patogénicos 
de diversos sítios do corpo humano (96,145). 
Também no caso de infecções endodônticas, foram realizados estudos com a 
técnica de Broad-range PCR, para levantamento da diversidade bacteriana. 
Wade et al (1997), realizaram análise molecular do conteúdo purulento aspirado 
de abcessos orais. Concluiram que a maior parte  dos microrganismos em estudo não 
eram cultiváveis e que duas espécies cultiváveis (F.nucleatum e P.endodontalis) tinham 
sido subestimadas nos métodos de cultura (146). 
Rolph et al (2001), também avaliou a diversidade de bactérias presentes em 
canais radiculares infectados através do método Broad-range PCR. Foram recolhidas 
oito amostras, três de infecções primárias e cinco de infecções persistentes. Os três 
casos de infecção primária caracterizaram-se pela presença de géneros Lactobacillus, 
Enterococcus, Propionibacterium, Streptococcus, Prevotella, e Selenomonas (147). 
 
2.2.5.2.2.1.5. DNA-DNA Hybridization PCR 
 
Este método consiste no uso de sondas de DNA, segmentos simples de 
nucleótidos, marcados com uma radioactividade ou um sinalizador de 
quimioluminescência. Estes marcadores de DNA podem localizar e ligar-se a 
sequências de ácidos nucleicos complementares. Este método pode ser aplicado na 
diferenciação de espécies estreitamente relacionadas ou mesmo em subespécies (94).
 O checkerboard DNA-DNA hybridization, é uma variante desta tecnologia, e 
permite a aplicação da técnica a um grande número de amostras de DNA em 
simultâneo. O DNA, recolhido de amostras clínicas, é colocado em diferentes pistas, 
numa membrana de nylon. Após a reacção de hibridação, a membrana é lavada, e as 
sondas de DNA presentes são detectadas mediante a ligação com um anticorpo 
(luminescente). Este método permite a determinação da presença de uma multidão de 
espécies bacterianas, em simultâneo. Isto pode acontecer numa única ou em múltiplas 
amostras clínicas (148). 
 Esta técnica foi amplamente utilizada no estudo do microbiota associado às 
infecções endodônticas. 
 Siqueira et al (2000), estudaram o  microbiota de canais radiculares infectados, 
através da técnica de hibridização DNA-DNA. As amostras foram retiradas dos canais 
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radiculares de 26 dentes, assintomáticos com lesões perirradiculares. Foram encontradas 
42 espécies de bactérias nas amostras clínicas. Todas as amostras apresentavam DNA  
bacteriano. A análise do checkerboard revelou que o número de espécies de bactérias 
por canal variou entre 1 e 17. As espécies mais prevalentes encontradas em canais 
radiculares infectados foram: T. forsythia (42% dos casos), Haemophilus aphrophilus 
(19%), Porphyromonas gingivalis (19%), Corynebacterium matruchotii (15%), 
Treponema denticola (15%), Capnocytophaga gingivalis (12%) e Streptococcus 
intermedius (12%). Este estudo permitiu também comprovar a presença de bactérias 
associadas a doença periodontal grave, no canal radicular, em 2 casos (121). 
Siqueira et al (2003), voltaram a utilizar a técnica de checkerboard, mas neste 
estudo, em amostras de conteúdo purulento retirado de abcessos agudos de origem 
endodôntica. Foram analisados 27 casos com dor e edema. O número de espécies nas 
amostras de conteúdo purulento variou de 1 a 33. As espécies encontradas, mais 
prevalentes, foram: T. forsythia (30% dos casos); P. gingivalis (30%); Streptococcus 
constellatus (26%), P.intermedia (22%), Prevotella nigrescens (22%), Fusobacterium 
periodonticum (19%), Fusobacterium nucleatum (19%), Eikenella corrodens (19%), P. 
endodontalis (15%), Actinomyces gerencseriae (15%) e Neisseria mucosa (15%) (122).   
 
2.2.5.2.2.1.6. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
	  
	  	   A electroforese em gel com gradiente de desnaturação é utilizada na 
caracterização genética de comunidades bacterianas. Esta técnica consiste na 
amplificação do rDNA 16 S com primers não específicos e posterior análise dos 
produtos. O DNA do mesmo comprimento, mas constituído por sequências de pares de 
bases diferentes, pode ser separado (149,150).	  
À medida que o produto, resultante da reacção de PCR, migra no gel, vai 
encontrar concentrações de desnaturantes crescentes. A migração provoca a 
desnaturação total ou parcial do material genético. Moléculas com sequências diferentes 
podem ter comportamento diferente, portanto, a sua migração termina em posições 
distintas do gel. Os resultados finais podem ser visualizados com brometo de etídio ou 
técnicas de fluorescência (94). 
Esta técnica permite a análise de várias amostras em simultâneo, possibilitando a 




também acompanhar alterações nas populações bacterianas, nomeadamente após 
tratamento antimicrobiano (94). 
A TGGE usa o mesmo princípio que a DGGE, mas substitui os químicos 
desnaturantes pelo efeito da temperatura (94). 
Siqueira et al (2004), aplicaram a técnica de DGGE para comparar as espécies 
bacterianas associadas a infecções endodônticas primárias, assintomáticos e 
sintomáticos. Os casos sintomáticos consistiam em amostras recolhidas de dentes com 
abscesso. Os resultados revelaram a presença de bactérias em todos os casos 
examinados. A análise comparativa, das duas condições clinicas, revelou bandas que 
eram comuns para ambos os casos. No entanto, a maioria das bandas de DGGE parecia 
ser característica para determinada condição clínica, sintomática ou assintomática. Este 
estudo experimental conclui que houveram diferenças marcantes na composição 
bacteriana, entre casos assintomáticos e sintomáticos (151). 
 
2.2.5.2.2.2. Limitações das técnicas de PCR 
	  
A capacidade de detectar células mortas ou em número muito reduzido, é de 
especial interesse quando se interpretam resultados de PCR numa pesquisa de 
microbiologia endodôntica (94).  
A alta sensibilidade dos métodos de PCR pode ser um motivo de preocupação 
quando o estudo não é quantitativo. Como esta técnica pode detectar um número 
reduzido de células bacterianas, o significado dos resultados obtidos pode não estar 
relacionado com a causa da doença (94). 
A recolha de uma amostra representativa do canal radicular é de grande 
dificuldade, devido às limitações físicas oferecidas pelo sistema de canais, assim como 
as limitações das técnicas de análise. Se as células de determinadas espécie estão 
presentes em número inferior ao da taxa de detecção do teste de diagnóstico, a 
prevalência das espécies será subestimada. Também é de ter em conta a sensibilidade 
necessária para a amostra clínica em questão, por exemplo, numa amostra sanguínea 
basta a presença de uma célula por ml (152). 
No que diz respeito às infecções endodônticas, não há evidências quanto à 
quantidade microbiana necessária para induzir uma lesão perirradicular. Estas infecções 
são caracterizadas por uma flora mista, na qual espécies individuais podem 
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desempenhar diferentes papéis. Como o canal é previamente estéril, todas as espécies 
bacterianas, que colonizem a zona endodôntica, podem ser consideradas patogénicas 
(61). 
 Existem diversos factores capazes de influenciar as reacções de PCR.  Quando 
as amostras são constituídas por pequenas quantidades de DNA em estudo, os efeitos 
dos inibidores encontram-se ampliados. Este facto, pode diminuir a sensibilidade do 
método (144). 
 Um dos aspectos que pode ser considerado vantagem e desvantagem em 
simultâneo, é a capacidade para detectar células não viáveis (mortas). Por um lado, 
permite detectar bactérias não cultiváveis, ou sensíveis que podem morrer durante o 
transporte das amostras ou isolamento (92,114,125). Por outro lado, as bactérias podiam 
já estar mortas quando a amostra foi recolhida. Deste modo, a sua presença não deverá 







































































Os objectivos deste trabalho foram: 
- Identificar um grupo de seis bactérias em amostras recolhidas de tecido 
humano pulpar, em estado de infecção, e avaliar a eficácia do preparo biomecânico 
endodôntico na eliminação destes microrganismos, através do método de PCR. 










































































































As amostras foram colhidas de pacientes que recorreram à consulta de 
Endodontia da Clínica Dentária Universitária da UCP entre Abril e Junho de 2011. 
Foram colhidas em pacientes submetidos a tratamento endodôntico, com infecção 
primária, mediante consentimento informado (Anexo II).  No total foram analisadas 18 
amostras provenientes de 9 pacientes diferentes, foram recolhidas amostras antes e após 
o preparo biomecânico, no mesmo dia.  
 
Critérios de exclusão: medicação antimicrobiana nos 6 meses antes da data de 
recolha da amostra; pacientes com patologia sistémica não controlada; pacientes 
submetidos a retratamento; pacientes em que foi realizada instrumentação mecanizada; 
dentes com câmara pulpar exposta. 
	  
4.2. Colheita das amostras 
 
A colheita das amostras foi sempre realizada pela mesma pessoa. Elaborou-se 
uma folha de registo da informação necessária ao processamento da amostra. Na folha 
de registo constam o processo clínico do qual a amostra procede; o diagnóstico à data da 
colheita; identificação do binómio que realizou o tratamento; o dente de onde foi 
recolhida a amostra; o canal de onde foi recolhida a amostra (no caso de dente 
plurirradicular); a presença ou ausência de lesão apical detectada radiograficamente; 
exposição, ou não, da camâra pulpar ao meio oral. 
 
4.3. Protocolo de colheita 
 
O protocolo de colheita respeitou o de Siqueira et al (2005). As amostras foram 
recolhidas em duas fases: F1 – após abertura da câmara pulpar, antes de irrigação 
canalar; F2- após instrumentação canalar manual e irrigação (preparo biomecânico) com 
solução aquosa de Hipoclorito de sódio a 0,5 % – soluto de Dakin. As amostras foram 
recolhidas na mesma data para eliminar a influência da terapia mediata nos 
microrganismos. O tratamento endodôntico foi realizado em condições assépticas, com 
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isolamento absoluto do dente a tratar e desinfecção prévia da área adjacente, com 
hipoclorito de sódio. Considerou-se a cavidade de acesso completa quando a entrada de 
todos os canais esteve adequadamente exposta e de livre acesso. Após estre 
procedimento, o dente e o grampo foram novamente desinfectados. A recolha das 
amostras foi feita, sempre pela mesma pessoa, através de limas endodônticas 
esterilizadas e cones de papel esterilizados – colocados durante sessenta segundos a um 
milímetro aproximadamente do apéx radiológico da raiz. As limas e os cones de papel, 
após a recolha, foram inseridos em criotubos com solução de 1 ml de Tris-EDTA-buffer 
(Ph 7,6). Após este procedimento, as amostras foram congeladas a -20ºC. 
 
4.4. Protocolo de extracção de ADN utilizado 
	  
O protocolo de extracção de ADN utilizado foi modificado de Komiya Ito et al 
2010 (Anexo III). As amostras colhidas foram agitadas num vórtex durante um minuto 
para libertar as bactérias aderentes às pontas de papel e limas endodônticas. Destas 
soluções foram recolhidos 0,5 ml de amostra que foram centrifugados para a obtenção 
de uma pellet que foi posteriormente resuspendida em 100µl de TRIS (pH8), 100µl de 
EDTA e 100µl de 0,5% Tween. Foram ainda adicionados 3 µl de solução de proteinase 
K. Estas soluções foram aquecidas a 55ºC por 1 hora e, posteriormente, a 95ºC durante 
5 minutos. Em seguida, foram submetidas a um choque térmico, a -20ºC durante 5 
minutos. Voltaram a ser fervidas a 95ºC, durante 5 minutos e, por fim, foram 
congeladas para posterior utilização com ADN molde nas reacções de PCR. 
 
4.5. Protocolo de amplificação de ADN em reacção de PCR 
 
A selecção dos microrganismos a detectar com estes testes foi suportada pela 
bibliografia. As espécies foram seleccionadas pela sua prevalência e possível presença 
nas infecções endodônticas. Os primers utilizados para a amplificação do ADN das 
amostras recolhidas dos vários dentes foram os previamente usados por Siqueira et al 
(2005), que verificaram a sua especificidade e capacidade de detecção destes 
microrganismos em amostras recolhidas de tecido pulpar infectado. As reacções de PCR 
usaram a DyNAzyme™ IIDNA polimerase e dNTPMix(Finnzymes) de acordo com as 
instruções do fabricante e nas concentrações adaptadas e descritas no protocolo (Anexo 




amostras e foi ainda elaborado um controlo positivo para 3 pares de primers (A.	  
actinomycetemcomitans, F.nucleatum e P.gingivalis) O ADN que constituiu os 
controlos positivos foi adquirido a um banco de culturas (DSMZ) - DSM 11123-
Aggregatibacter actinomycetemcomitans; DSM 20709 - Porphyromonas gingivalis; 
DSM ? Fusobacterium nucleatum. 
As reacções de PCR foram realizadas num termociclador, de modelo PTC-150, 
MinicyclerTM, da MJ Research, sendo as condições de amplificação definidas em função 
da sequência dos primers utilizados e dos fragmentos que se pretendiam amplificar. As 
condições de amplificação para cada um dos primers constam do anexo III. Os 
resultados das reacções de amplificação por PCR foram visualizados num 


















































































5. Resultados  
 
Foram utilizados primers relativos a 6 microrganismos diferentes. Das 6 
espécies analisadas, as mais frequentes, antes da instrumentação químico-mecânica 
(F1), foram a Porphyromonas gingivalis, a Porphyromonas endodontalis e a 
Enterococcus faecalis, presentes nas 9 amostras. Após a instrumentação químico-
mecânica (F2), a única espécie presente na totalidade das amostras foi a Enterococcus 
faecalis. A espécie Aggregatibacter actinomycetemcomitans não foi encontrada em 
nenhuma amostra antes da instrumentação mecânico-química mas surge numa amostra 
(12) após a instrumentação (F2). A espécie Fusobacterium nucleatum e Prevotella 
intermedia não foram detectada em nenhum canal radicular.  
 Dos canais radiculares avaliados, todos apresentavam contaminação bacteriana, 
para pelo menos uma espécie, tanto em F1, como em F2. No entanto, verificaram-se 
resultados diferentes nas duas fases. 
Em F1, três espécies investigadas estavam presentes em 100% das amostras, 
Porphyromonas gingivalis, a Porphyromonas endodontalis e a Enterococcus faecalis. 
Por outro lado, as outras espécies não foram detectadas em nenhuma das amostras, neste 
grupo: Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Prevotella 
intermedia. 
Em F2, uma espécie analisada esteve presente em 100% das amostras: 
Enterococcus faecalis. A espécie Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia não 
foram, novamente, detectadas em nenhuma das amostras. 
Os microrganismos predominantes em F1 foram Porphyromonas gingivalis, a 
Porphyromonas endodontalis e a Enterococcus faecalis, presentes em 100% dos canais 
radiculares analisados. Em F2, a espécie predominante foi Enterococcus faecalis 
(100%), seguindo-se Porphyromonas gingivalis (89%) e Porphyromonas endodontalis 
(56%). A Aggregatibacter actinomycetemcomitans esteve presente num único canal em 
















































   
   
   
   
   
   
   
   
   



































































































Nos casos em que o tratamento endodôntico é realizado sem lesão apical visível 
radiograficamente, é difícil estabelecer o momento em que ocorre a contaminação 
bacteriana do sistema canalar (155). Vários estudos têm sido realizados na tentativa de 
compreender a composição do microbiota envolvido (156–158). 
O estudo realizado teve como objectivo confirmar a presença de bactérias 
associadas ao microbiota endodôntico e avaliar a eficácia do preparo biomecânico sobre 
esses microrganismos. O método utilizado para a análise bacteriana foi o PCR.  
As técnicas de biologia molecular têm possibilitado a identificação de 
microrganismos pouco encontrados no microbiota endodôntico, na tentativa de 
compreender os agentes envolvidos na infecção. O método de PCR possibilita a análise 
de uma ou mais amostras clínicas, detectando espécies bacterianas diferentes. A sua 
grande vantagem advém do facto de conseguir identificar espécies difíceis, ou mesmo 
impossíveis, de avaliar nos métodos de cultura. Este método não é influenciado pela 
perda de viabilidade dos microrganismos durante o transporte das amostras. Porém, a 
detecção de microrganismos pode ocorrer através de células mortas, originando falsos 
positivos (148). No presente estudo, o método mais fiável seria o Real-time PCR, que 
permite quantificar as células bacterianas. Desta forma, seria possível verificar se houve 
um decréscimo da quantidade de células bacterianas após o preparo químico-mecânico. 
Desta forma, apenas foi possível verificar se o microrganismo continuava presente no 
canal radicular (94). 
Os métodos moleculares de diagnóstico revelaram um aumento na complexidade 
das infecções endodônticas. Um canal radicular infectado pode apresentar de 10 a 30 
espécies, e em casos pontuais chegar às 50 espécies (157). Muitos dos agentes 
patogénicos colonizadores do canal radicular, são também os principais agentes 
suspeitos associados a patologia periodontal, como por exemplo a P.gingivalis (159). 
Na maioria dos casos em que o tratamento endodôntico é insatisfatório, o 
insucesso deve-se a uma falha no controlo e eliminação da contaminação bacteriana 
(160). Gomes et al (1996) avaliaram as diferenças na susceptibilidade do microbiota 
endodôntico ao preparo químico-mecânico e concluiram que algumas espécies 
apresentaram maior resistência(161). Quando Ferrari et al (2005) avaliaram o efeito dos 
procedimentos químico-mecânicos endodônticos sobre Enterococcus, concluiram que 
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E.faecalis e E.faecilum se mostraram resistentes à remoção por meio de preparo 
biomecânico, embora seja de considerar que o estudo foi realizado sem grupo controlo 
(162). Estas conclusões estão de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, 
dado que a espécie E.faecalis foi detectada em todas as amostras, mesmo após a 
instrumentação químico-mecânica. No entanto, estes resultados não estão de acordo 
com as afirmações de Siren et al (1997), de que as bactérias entéricas não se encontram 
comummente no microbiota associado a infecções primárias que é o caso de todas as 
amostras colhidas (92).  
Os microrganismos que sobrevivem aos métodos de desinfecção podem  
permanecer viáveis. Isto depende da quantidade de nutrientes disponíveis no canal 
radicular e da capacidade de sobrevivência de cada espécie em situações de carência 
nutricional. Siqueira et al (2008), propõem várias hipóteses de defesa das bactérias face 
à instrumentação e irrigação endodônticas: formação de nichos bacterianos firmemente 
aderidos às paredes canalares; colonização de áreas distantes ao canal principal (istmos, 
ramificações e túbulos dentinários); resistência ao agente antimicrobiano em uso; 
formação de estruturas protegidas por uma matriz de polissacarídeos (163). 
Os resultados do presente estudo reforçam a ideia de Shuping et al (2000), que 
concluiram que a fase de instrumentação é fundamental para a redução do microbiota 
dos canais radiculares. No entanto, este método não é suficiente para eliminar 
totalmente os microrganismos dos canais estudados. Os autores destacam a importância 
de uma terapia intracanalar mediata que poderá auxiliar na redução da contaminação 
endodôntica (37).  
As bactérias que permanecem no canal, mesmo após a medicação mediata,  
podem originar infecções secundarias endodônticas ou periodontite apical, levando à 
necessidade de um retratamento (164).  
Os microrganismos detectados nos canais radiculares normalmente são 
derivados de bactérias presentes originalmente no canal (3). Por outro lado, os 
microrganismos podem ser introduzidos no canal por procedimentos inadequados 
durante o tratamento endodôntico, como por exemplo, um incorrecto isolamento 
absoluto do dente. Desta forma, podemos justificar a possibilidade de um 
microrganismo não ser detectado na amostra inicial, mas ter sido encontrado após a 
instrumentação químico-mecânica, como aconteceu com a espécie 
A.actinomycetemcomitans. Estes resultados sugerem a importância de um isolamento 




encontrada é fortemente associada à presença de doença periodontal (159), a 
contaminação poderá ter sido feita através de uma bolsa periodontal. 
Os resultados do presente estudo demonstram que as espécies F. nucleatum e P. 
Intermedia não foram detectadas em nenhuma amostra, nem após a abertura da câmara 
pulpar, nem após o preparo biomecânico. No entanto, estas espécies foram previamente 
detectadas em casos de infecção endodôntica (165,166). As amostras recolhidas são 
constituídas por pequenas quantidades de DNA e, neste caso, os efeitos dos inibidores 
encontram-se ampliados. Este facto, pode diminuir a sensibilidade do método, e 
justificar os resultados obtidos (144). Por outro lado, o reduzido número de amostras 

































































































A identificação das seis espécies pesquisadas, nos canais radiculares estudados, 
permitiu concluir que:	  
I. A infecção endodôntica tem um carácter polimicrobiano. 
II. Os microrganismos mais frequentes após a abertura da câmara pulpar foram  
Porphyromonas gingivalis, a Porphyromonas endodontalis e a Enterococcus 
faecalis. 
III. A Enterococcus faecalis permaneceu identificável em todos os canais, mesmo 
após a aplicação do método. 
IV. O preparo biomecânico foi eficaz na eliminação de P.gingivalis e 
P.endodontalis. No entanto, este método não foi eficaz na remoção de 
Enterococcus faecalis, pelo que é de justificar o desenvolvimento de mais 
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 Anexo I 
	  

















Canal	   Paciente	   Dente	   Diagnóstico	   Lesão	  apical	   Amostra	  F1	   Amostra	  F2	  
1	   21916	   12	   Necrose	   Sim	   1	   2	  
2	   21888	   14	   Pulpite	  Irreversivel	   Não	   3	   4	  
3	   22190	   45	   Necrose	   Sim	   5	   6	  
4	   17771	   22	   Necrose	   Sim	   7	   8	  
5	   22330	   45	   Pulpite	  Irreversivel	   Não	   9	   10	  
6	   22239	   16	   Necrose	   Não	   11	   12	  
7	   15451	   15	   Pulpite	  Irreversivel	   Não	   13	   14	  
8	   21409	   22	   Pulpite	  Irreversivel	   Sim	   15	   16	  





 Termo de esclarecimento  
 
EFICÁCIA DA TERAPIA BIOMECÂNICA NUM GRUPO DE BACTÉRIAS DO MICROBIOTA 
ENDODÔNTICO 
 
OBJECTIVO: O objectivo será avaliar a acção antimicrobiana da terapia biomecânica 
endodôntica. Esta terapia pode auxiliar no combate à infecção, como tal, os 
microorganismos presentes na infecção endodôntica serão isolados e identificados. 
 
Para que servirá a sua participação? 
Os resultados obtidos irão auxiliar na terapia endodôntica, ajudando a entender os 
insucessos de algumas terapias. Com esta pesquisa poderemos verificar os 
microorganismos que sobrevivem após a instrumentação e irrigação. 
Há dificuldades na recolha de amostras? 
A colheita das amostras de bactérias é simples e  faz-se através de um procedimento 
constituinte do tratamento endodôntico realizado na Clinica Universitária. 
Quais os benefícios? 
Os benefícios estão relacionados com o desenvolvimento de um tratamento endodôntico 
mais eficaz, baseado nos resultados da pesquisa clinica. 
O procedimento de colheita das bactérias não irá interferir no tratamento do canal, ou 















Termo de consentimento informado 
 
Declaro, com a finalidade de participante, que eu,                                               
me disponho a participar na pesquisa intitulada “EFICÁCIA DA TERAPIA BIOMECÂNICA 
NUM GRUPO DE BACTÉRIAS DO MICROBIOTA ENDODÔNTICO” e permito a divulgação 
dos dados clínicos e microbiológicos obtidos nesta pesquisa. Estou consciente dos 
objectivos desta pesquisa, e de todos os procedimentos, e concordo com a metodologia 
para colheita de amostras microbiológicas do(s) dente(s) submetido(s) ao tratamento 
endodôntico, na Clinica Universitária da Universidade Católica Portuguesa. 
  Estou também consciente da minha liberdade, para me recusar a participar ou para 
retirar o meu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem ser penalizado e sem 
prejuízo ao meu tratamento, o qual será prosseguido normalmente. 
 Esta investigação tem como responsável o Professor Doutor Manuel Paulo e a 
aluna Cátia Sofia Reis, do 5ºano. 
 
Viseu,              de                20 
 
O paciente,    
 












Reagentes e soluções 
• Solução salina esterilizada; 
• TRIS (pH8); 
• EDTA; 
• Tween 0,5%; 
• TAE; 
• Agarose; 
• Brometo de etídeo; 
• Proteinase K; 
• DyNAzyme TM;II DNA polimerase; 
• dNTP Mix (Finnzymes); 
• Marcador Lambda 
• Controlo positivo adquirido de um banco de culturas (DSMZ) para 




• Tina de electroforese Bio-Rad (Power pac 300) 
• Termociclador (modelo PTC-150, MinicyclerTM da MJ Research); 
• Transiluminador UV Vilber Lourmat; 
• Centrífuga Hettrich Zentrufuger (Mikro 22R); 
• Arca frigorifica -20º C Brandt; 
• Banho-maria Stuart Scientific (Bibby); 
• Bloco de aquecimento Stuart Scientific (Bibby) ; 
• Vortex Velp Scientifica; 
• Incubadora com plataforma de agitação infors HT; 





 Protocolo de preparo das amostras e extracção de DNA 
VIII. Recolher	  amostra	  bacteriana	  dos	  cones	  de	  papel/limas	  endodônticas	  	  
1.1. Descongelar	  
1.2. Vortex	  durante	  1min	  
1.3. Remover	  cones	  de	  papel/lima	  endodôntica	  com	  pinça	  passada	  
na	  chama.	  
IX. Centrifugar	  a	  solução	  10	  min	  a	  13.000	  rpm	  
X. Descartar	  o	  sobrenadante	  
XI. Ressuspender	  pellet	  em	  100µL	  50mM	  Tris-­‐HCl	  (Ph8),	  100µL	  de	  1mM	  EDTA	  e	  
100µL	  de	  0.5%	  Tween	  
XII. Adicionar	  3	  microlitros	  de	  Proteinase	  K	  	  
XIII. Incubar	  a	  55ºC	  por	  1	  hora	  
XIV. Passar	  para	  95ºC	  durante	  1	  minuto	  
XV. Congelar	  durante	  um	  minuto	  
XVI. Passar	  a	  95ºC	  1	  minuto	  
XVII. Congelar	  ou	  refrigerar.	  
 
Protocolo de reacção de PCR 
 
• 5 µl de amostra adicionar 45µl de master mix, ( 10 Mg2+, 50 mMGCl, dNTPs, 
Primer específico  1 µl foard e primer reverse 1µl, Taq) 
• Colocar as amostras no termociclador respeitando o seguinte programa: 
o Desnaturação inicial 10 min a 95ºC 
o Desnaturação 30 seg. 95ºC 
o Annealing 30 seg 60ºC, 50ºC ,45ºC  
o Extensão do primer a 72 ºC durante  1 min 
o Extensão final 72º C 10 min 







Protocolos utilizados para a realização de gel de agarose a 2%	  
 
a) Protocolo utilizado para P.gingivalis, F.nucleatum e A.actinomycetemcomitans: 
• 60 ml, de TAE +  1,20g de agarose; 
• Colocação desta solução 3 min no microondas até á sua completa dissolução, 
agitar de 30 em 30 s, deixar arrefecer até à temperatura de 60 ºC; 
• Adicionar 3 µl de brometo de etídeo. 
As soluções preparadas foram carregadas contendo 25 µl de amostra e 5 µl de corante 
de carregamento. 
b) Protocolo utilizado para P.intermedia, P.endodontalis e E.faecalis: 
• 60 ml, de TAE +  1,20g de agarose; 
• Colocação desta solução 3 min no microondas até á sua completa dissolução, 
agitar de 30 em 30 s, deixar arrefecer até à temperatura de 60 ºC; 
• Depois de correr as amostras no gel, corar com 200ml de água e 40 µl de 
brometo de etídeo, durante 5 min. Descorar em água por 10 minutos e observar. 
















 Fotografias  
	  
Ilustração 1 – Gel de electroforese relativo à análise de Aggregatibacter actynomicetemcomitans, 
onde se colocaram 18 amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular; P- Controlo 











Ilustração 2 – Gel de electroforese relativo à análise de Enterococcus faecalis, onde se colocaram 18 
amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular. As caixas vermelhas indicam os 




Ilustração 3– Gel de electroforese relativo à análise de Porphyromona endodontalis, onde se 
colocaram 18 amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular. As caixas vermelhas 
indicam os poços em que são visíveis bandas correspondentes a DNA (setas). 
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Ilustração 4– Gel de electroforese relativo à análise de Fusobacterium nucleatum, onde se 
colocaram 18 amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular; P- Controlo positivo.  
	  
	  
Ilustração 5 – Gel de electroforese relativo à análise de Prevotella intermedia, onde se colocaram 18 
amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular. 
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Ilustração 6 – Gel de electroforese relativo à análise de Porphyromona gingivalis, onde se colocaram 
18 amostras de tecido pulpar. MM- Marcador de peso molecular; P- Controlo positivo. As caixas 
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